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1. in vitro の実験では、HER2 過剰発現胃癌細胞である NCI-N87 細胞を用いた。 
2. WST-8 assay を用いてトラスツズマブとレオウイルスの併用で殺細胞効果を高めるかど
うかを検討した。 
3. トラスツズマブとレオウイルスの併用で誘導されるアポトーシスをみるために、
Caspase3/7 activity を測定した。 
4. トラスツズマブとレオウイルスによる癌細胞ダメージへの分子的なメカニズムを調べる
ために、 human PCR Array を用いて 89 のアポトーシス関連遺伝子の遺伝子発現の変化
を調べた。 
5. PCR Array の結果を確認するために、PCR Array 分析とは異なった PCR プライマーセ
ットを用いて 4 つのアポトーシス遺伝子（TRAIL、 Caspase1、 CIDEA、 BIRC8）を
定量 RT-PCR にて調べた。 
6. 細胞増殖抑制経路を調べるためにウェスタンブロットを行った。一次抗体に抗 TRAIL 抗
体、caspase-8 抗体、 cleaved caspase-8 抗体、 caspase-3 抗体、 cleaved caspase-3 抗
体、 PARP 抗体、 cleaved PARP 抗体、 Akt 抗体、 pAkt 抗体、 DR4/TRAIL-R1 抗体、 
DR5/TRAIL-R2 抗体を使用した。 
7. アポトーシスで TRAIL シグナルの関与を調べるために、NCI-N87 細胞を抗 TRAIL モノク
ローナル抗体もしくはコントロールマウス IgG で 30 分間インキュベートした後にトラス
ツズマブとレオウイルスを投与した。その後細胞生存の測定を行った。 
8. in vivo の実験では、28 匹の 6 週齢 BALB/c ヌードマウスに NCI-N87 細胞を皮下に移植
した。コントロール群、トラスツズマブ治療群、レオウイルス治療群、トラスツズマブと
レオウイルス併用治療群の 1群 7匹の 4群に分けてトラスツズマブ 10mg/kg腹腔内投与、
1×108 plaque-forming units(pfu)のレオウイルス腫瘍直接投与を毎週、4 週間にわたって
行い、腫瘍退縮効果を検討した。 
9. ヌードマウスから腫瘍を切り抜き、ホルマリン固定した。HE 染色、Ki67 染色、cleaved 
caspase-3 染色を行い、細胞生存を計測するため核凝集と断片化を HE 染色でカウントし




１． in vitro での HER2 過剰発現 NCI-N87 細胞の増殖は、トラスツズマブ単剤とレオウイル
ス治療単独で著しく阻害された。 
２． Caspase3/7 Assay では、レオウイルス治療単独もしくはトラスツズマブとレオウイルス
併用で、トラスツズマブ単独よりもアポトーシスを有意に引き起こした。 





５． TRAIL IgG 抗体でブロックすると、併用療法によって引き起こされていた細胞毒性を有
意に阻害した。 
６． PI3K/Akt 経路が活性化している HER2 過剰発現細胞でトラスツズマブにレオウイルスを
併用すると、トラスツズマブ単独よりもさらに Akt のリン酸化を阻害していた。 

















り、近年 HER2 に対する分子標的薬が開発され、HER2 を高発現する悪性腫瘍に対する治療薬とし





In vitro 実験系では、HER2 を過剰発現している NCI-N87 細胞を用いて検討した。細胞増殖
は、トラスツズマブ単剤、又は、レオウイルス治療単独で著しく阻害されたが、両者併用でさら
に阻害された。また、Caspase-3/7 Assay では、レオウイルス治療単独もしくは併用でアポトー
シスを誘導することが判明した。定量 RT-PCR により、TRAIL 発現がトラスツズマブ治療もしく
はレオウイルス治療により誘導されるが、併用ではさらに強く誘導されることが明らかになっ
た。TRAIL 蛋白はレオウイルスとトラスツズマブの各々の治療後に誘導されたが、併用療法では
さらに強力に誘導された。また、レオウイルス単独と併用で Caspase-3 と PARP が活性化した。
TRAIL IgG 抗体でブロックすると、併用によって引き起こされていた細胞傷害を有意に低下させ
た。また、PI3K/Akt 経路を検討したところ、トラスツズマブ単独よりも併用でさらに Akt のリ
ン酸化が阻害された。 











溶解性ウイルスと HER2 分子標的薬の組み合わせなのか、HER2 低発現と強発現でのレオウイルス
の効果の違いなど、13 項目の質問があり、主査の浅井教授からは、レオウイルスの免疫、正常
細胞での HER2 発現の有無、トラスツズマブの副作用、in vitro と in vivo でのトラスツズマブ
とレオウイルスの併用療法における効果の違い、実験の苦労や今後の計画など 7 項目の質問があ
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